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(54) Title: DNA CODING FOR A ZINC FINGER PROTEIN, A ZINC FINGER PROTEIN AND THE USE THEREOF 
(54) Bczeichnung: ZINKFINGER-DNA. -PROTEIN UND IHRE VERWENDUNG 
(57) Abstract 

The invention concerns DNA coding for a zinc finger protein and a protein of this type. The invention further concerns the use of 
the DNA and the protein in diagnosis, therapy or gene therapy of tumors. The DNA coding for the zinc finger protein is an inscn of the 
cDNA clone COS AP4-EL This clone comes from a cDNA Wbmy of the cervix carcinoma cell line ME 180, which contains the human 
papilloma virus 68 DNA. and has four zinc fingers in its exon sequences. 

(57) Zusammenfassung 

I 

Die Erfindung betrifft einc fbr ein Zinkfinger-Protein codierende DNA und ein solches Protein. Fcmcr bctrifft die Errtndung die • 
Verwendung der DNA und des Proteins in Diagnose. Thcrapie odcr Gentherapie von Tumoren. Die Zinkfinger-Protein kodierende DNA 
ist ein Insert des cDNA Klons COS AP4-E1. Dieser Klon entstammt eincr cDNA-Bibliothek der CervixcarcinomzelUnie ME 180. die die 
Human Papillomvirus 68-DNA enthalt. und besitzt 4 Zinkfinger in seinen Exon-Sequenzen. . 
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Zinkf inqer-DNA, -Protein und ihre Verwendung 
Die Erfindung betrifft eine fur ein Zinkfinger-Protein codierende DNA und ein 
solches Protein. Ferner betrifft die Erfindung die Verwendung der DNA und des 
Proteins. 

Die Umwandlung von normalen Zelien In Tumorzellen vollzieht sich In mehreren 
Teilschritten, bei denen es zu Veranderungen zellularer Gene oder zum Erwerb 
viraler Onkogene kommt. Veranderungen zellularer Gene umf assen die Aktivierung 
von Proto-Onkogenen durch Mutation, Genampllfikation, Oberexpression oder 
Chromosomen-Translokationen sowie die Inaktlvierung von Tumorsuppressorgenen 
durch Mutation oder Deletion. 

Verschiedene Gene, deren Veranderungen bei der Tumorentstehung von Bedeu- 
tung sind, konnten bislang identifiziert werden (vgl. Ubersichtsartikel: Bishop, 
J.M., Cell 64 (1991), 235-248). Die Produkte solcher Gene haben verschiedene 
Funktionen. Sie wirken z.B. als Transkriptionsregulatoren, als Glieder unterschiedll- 
Cher Signaltransduktionsketten, wie Wachstumsfaktoren, Wachstumsfaktorrezep- 
toren oder Proteinkinasen, bzw. als Aktivatoren oder Inhibitoren der Zelltellung. 

Beispiele von Transkriptionsregulatoren sind Zinkfinger-Proteine. Diese Proteine 
besitzen charakteristische, zwei Cystein- und zwei Histidinreste enthaitende 
Strukturen, die so zueinander posttioniert sind, daB sie ein Zinkatom binden. 
Zinkfinger-Proteine sind DNA-blndende Proteine. Ein Belspiet f Qr Zinkfinger-Proteine 
ist das Produkt des Wilms-Tumorsuppressorgen WT1, dessen Veriust bei der 
Entstehung von Wilms-^Nierentumoren eine wesentliche Rolle spieit. 

Bis heute sind noch nicht alle an Tumorentstehung und -wachstum beteiligten 
Gene bzw. Genprodukte bekannt. Eine Tumordiagnose bzw. -therapie ist daher 
bisher nur begrenzt moglich. 

Der voriiegenden Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, ein Minel bereitzu- 
stelien, mit dem Tumordiagnose bzw. -therapie umfassender betrieben werden 
kann. 
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ErfindungsgemalS wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen 
erreicht. 

Gegenstand der Erfindung ist sonnit eine fur ein Zinkfinger-Protein codierende DNA. 
die umfa&t: 

(a) die DNA der Nukleotide 446-1476 von Fig. 1 oder einen Teil davon, 

(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA, oder 

(c) eine mit der DNA von (a) oder (b) uber den degenerierten genetischen Code 
verwandte DNA. 

Der Ausdruck "hybridisierende DNA" weist auf eine DNA hin, die unter ubiichen 
Bedingungen, insbesondere bei 20«C unter dem Schmebpunkt der DNA. mit einer 
DNA von (a) hybridisiert. 

Fig. 1 zeigt das insert des cDNA Klons COS AP4-E1. Dieser Klon entstammt einer 
cDNA-Bibliothek der Cervixcarcinonraellinie ME 180 {vgl. Reuter, M.S. at al., J. 
Virol. 65 nSSIK 5564-5568). Diese Zeilinie enthSIt die Human Papillomvirus 68- 
DNA (HPV 68.DNA) stabil Integriert. Der Klon COS AP4-E1 enthilt zwischen den 
Nukleotiden 1-21 HPV 68-DNA. Ferner enthglt er zwischen den Nukleotiden 22- 
1476 zeliulSre Sequenzen. wobei diese zwischen den Nukleotiden 446-1476 Exon- 
Sequenzen eines ZInkfinger-Gens sind. Die Exon-Sequenzen codieren fiir 4 Zinkfin- 
gerrZinkfinger 1:1130-1191. Zinkfinger2: 1214-1275, Zinkfinger3: 1298-1360. 
Zinkfinger 4:1382-1432. Der Klon COS AP4-E1 wurde bei der DSM (Deutsche 
Sammlung von MIkroorganismen und Zellkulturen unter DSM 9450 am 30. Sep- 
tember 1994 hinterlegt. 

Vorstehendelnsert-DNA, insbesondere zwischen den Nukleotiden 446- 1476, kann 
Teil einer fur ein vollstandiges Zinkfinger-Protein codierenden DNA sein. Eine 
solche DNA und das durch sie codierte Zinkfinger-Protein sind somit auch Gegen- 
stand der Erfindung. 



Die Bereitstellung einer fur vorstehendes Zinkfinger-Protein codierenden DNA 
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erfolgt in ubiicher Weise. Beispielhaft wird die Insert-DNA von COS AP4-E1, 
insbesondere die DNA zwischen den Nukleotiden 446*1476, als Sonde zur Hybri- 
disierung einer aiigemein erhaltlichen cDNA*Bibliothek aus Leber, Gehirn, Plazenta 
Oder Muskel, vorzugsweise Leber, verwendet. Auch kann eine cDNA-Bibliothek aus 
Blutzellen Oder HeLa-Zellen verwendet werden. Die genannten Gewebe und Zellen 
enthalten ausreichend RNA-Transkripte, die mit der Insert-DNA von COS AP4-E1, 
insbesondere der DNA zwischen den Nukleotiden 446-1476 hybridisieren {vgL Fig. 
2). Erhaltene Klone werden einer Sequenzierung unterzogen und ausgehend von 
der insert-DNA von COS AP4-E1 , insbesondere der DNA zwischen den Nukleotiden 
446-1 476, wird die ein vorstehendesZinkfinger-Protein codierende DNA bestimmt. 

Des weiteren eignet sich die insert-DNA von COS AP4-E1, insbesondere die DNA 
zwischen den Nukleotiden 446-1476, und ganz besonders die DNA zwischen den 
Nukleotiden 1240-1476, zur Identiflzierung einer genomischen fur vorstehendes 
Zinkfinger-Protein codierenden DNA. Hierzu wird die entsprechende DNA von COS 
AP4-E1, z.B. die DNA zwischen den Nukleotiden 1240-1476, ais Sonde zur Hybri- 
disierung einer genomischen DNA-Bibliothek verwendet. Eine solche kann aus den 
vorstehend genannten Geweben und Zellen ersteilt sein. 

ErfindungsgemaK wird der Klon COS 1 APM erhalten. Seine Insert-DNA enthait in 
einem 5,5 kb gro&en Sacl-Fragment die zur verwendeten Sonde, z.B, der DNA 
zwischen den Nukleotiden 1240-1476, entsprechende DNA. In den Figuren 3 und 
4 ist diese DNA von COS 1 APM zwischen den Nukleotiden 256-492 prasentiert. 
Der Klon COS 1 APM wurde bei der DSM unter DSM 9462 am 07.10,1994 hinter- 
legt. Gegenstand der Erfmdung ist somit auch eine genomische, das vorstehende 
Zinkfinger-Protein codierende DNA sowie das durch sie codierte Protein. 

ErfindungsgemaS kann vorstehende fur das Zinkfinger-Protein codierende DNA in 
einem Vektor bzw. Expressionsvektor vorliegen. Betspiele solcher sind dem Fach- 
mann bekannt. Im Falle eines Expressionsvektors fur E. coli sind dies z.B. pGE- 
MEX, pUC-Derivate und pGEX-2T. Fur die Expression in Hefe sind z.B. pYlOO und 
Ycpadi zu nennen, wahrend fur die Expression in tierischen Zellen z.B. pKCR, pEF- 
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BOS, cDM8 und pCEV4, anzugeben sind. Der Fachmann kennt geeignete Zellen, 
um vorstehende, in einem Expressionsvektor vorliegende DNA zu exprimleren. 
Beispiele solcher Zellen umfassen die E.coli-Stamme HBlOl, DH1 , xl776, JM101 
und JM 109, den Hefe-Stamm Saccharomyces cerevlsiae und die tierischen Zellen 
L, 3T3, FM3A, CHO, COS, Vero, und HeLa. Der Fachmann weiB, in welcher Weise 
vorstehende DNA in einen Expressionsvektor inseriert werden muS. Ihm 1st auch 
bekannt, daB vorstehende cDNA In E.coli, Hefe oder tierischen Zellen exprimlert 
werden kann, wahrend vorstehende genomlsche DNA nur in tierischen Zellen zu 
exprlmieren ist. Des welteren kennt der Fachmann Bedlngungen, transformierte 
bzw. transfizlerte Zellen zu kuWvieren. Auch sind ihm Verfahren bekannt, das 
exprimierte Zinkfinger-Protein zu isolieren und zu relnigen. EIn vorstehendes, 
rekombinant hergestelltes Zinkflnger-Protein Ist somit auch Gegenstand der Erfln- 
dung. 

EIn welterer Gegenstand der Erflndung ist ein gegen ein vorstehendes Zinkflnger- 
Protein gerlchteter Antlkorper. Die Herstellung eines solchen erfolgt in Oblicher 
Weise. Beispielsweise wird hierzu das Zinkflnger-Protein in BALB/c-Mause sub- 
cutan inilzlert. Diese Injektion wird im Abstand von jewells 3 Wochen wiederholt. 
Etwa 2 Wochen nach der letzten Injektion wird das den Antlkorper enthaltende 
Serum isoliert und in Oblicher Weise getestet. 

In bevorzugter Ausfuhrungsform Ist der Antlkorper ein monokionaler Antikorper. Zu 
seiner Herstellung werden nach vorstehender vierten Injektion den Mausen Milzzel- 
len entnommen und diese in Oblicher Weise mit iy/lyelomzellen fusloniert. Die 
weitere Klonierung erfolgt ebenso nach bekannten Verfahren. 

Die vorliegende Erflndung stellt eine bisher nicht gekannte Zinkfinger-DNA sowie 
ein durch sie codiertes Zinkfinger-Protein bereit. Die erflndungsgemS&e DNA eignet 
sich als Sonde fur diagnostische Zwecke. Daruberhinaus kann sle in eInem dem 
Fachmann bekannten Expressionsvektor zur Gentherapie eingesetzt werden. Das 
erfindungsgemaSe Protein eignet sich ebenfalis fur therapeutische Zwecke. Hierzu 
kann es In einer Oblichen phamnazeutlschen Zusammensetzung verabrelcht werden. 
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Des welteren stellt die voriiegende Erflndung gegen das vorstehende Protein 
gerlchtete Antlkorper bereit. Diese eignen sich bestens zu diagnostischen Zwek- 
ten. 

Somit llefert die voriiegende Erfindung neue Mittel zur Diagnose und Therapie von 
mIt der erfindungsgemafien DNA und dem durch sie codierten Protein zusammen- 
hangenden Erkrankungen, insbesondere von Tumorerkrankungen. 

Kurze Beschreibung der Zeichnung: 

Fig. 1 zeigt die Insert-cDNA des Klons COS AP4-E1, 

Fig. 2 zeigt die Hybridisierung von PolyA^RNA aus verschiedenen Zellen mit 

der DNA zwischen den Nukleotiden 1240-1476 von COS AP4-E1, 
Fig. 3 zeigt eine Teilsequenz der genomischen Insert-DNA des Klons COS 1 

APM, und 

Fig. 4 zeigt den Vergteich der DNA zwischen den Nukleotiden 1240-1476 
von Klon COS AP4-E1 und der DNA zwischen den Nukleotiden 256- 
492 von Klon COS 1 APM. 

Die Erflndung wird durch das folgende Beispiei eriautert. 

Belsptel: Hersteliung einer erfindungsgem§&en Zinkfinger-DNA 

EIne aus HeLa-Zellen erstellte A cDNA-Blbliothek wird einem ublichen Hybridis- 
ierungsverfahren unterzogen. Hierzu werden die durch Infektion der Bakterien 
erhaltenen Phagenplaques mit dem "p-marklerten DNA-lnsert des Klons COS AP4- 
E1, insbesondere der DNA zwischen den Nukleotiden 1240-1476 (vgl. Fig. 1), 
inkubiert. Es wird eine Hybridisierung mit einzelnen Phagenplaques erhalten. Aus 
diesen wird die Phagen-DNA Isoliert und mit EcoRI gespalten. Die erhaltenen 
Fragmente werden In eInem 0,5%igen Agarosegel elektrophoretlsch aufgetrennt. 
Das Agarosegel wird einem ublichen Blotting-Verfahren unterzogen, wodurch die 
DNA aus dem Agarosegel auf eine Nitrozellulosemembran ubertragen wird. Diese 
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wird in ein Hybridisierungsverfahren eingesetzt, in dem die entsprechende DNA 
des DNA-lnscrts von Klon COS AP4-E1 als "p-markierte Probe verwendet wird. Es 
wird eine Hybridisierung mit einzelnen DNA-Fragmenten erhalten. Diese werden 
isoliert und in einem mit EcoRI gespaltenen, dephosphorylierten Plasmid-Vektor, 
2.B. pBluescript, kloniert. Einzelne Klone werden analysiert, und durch Restriktions- 
spaltungen sowie Sequenzierung wird ein eine erfindungsgemaBe Zinkfinger-DNA 
enthaltender Klon identifiziert* 
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Patentan spru Che 
DNA, codierend fur ein Zinkfinger-Protein. wobei die DNA umfaBt: 

(a) die DNA der Nukleotide 446 - 1476 von Fig. 1 oder einen Teil davon. 

(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA. oder 

(c) eine mit der DNA von (a) oder (b) uber den degenerierten genetischen 
Code verwandte DNA. 

DNA nach Anspruch 1, namlich die DNA der Nukleotide 256 - 492 von Fig. 
3. 

Protein, codiert durch die DNA nach Anspruch 1 oder 2. 

Expressionsplasmid, unrjfassend eine fur das Protein nach Anspruch 3 codie- 
rende DNA. 



Transformante, enthaltend den Expressionsplasmid nach Anspruch 4. 

Verfahren zur Herstellung des Proteins nach Anspruch 3, umfassend die 
Kultivierung der Transformante nach Anspruch 5 unter geeigneten Bedin- 
gungen. 

Verwendung der DNA nach Anspruch 1 oder 2 als Reagens zur Diagnose 
und/oder Therapie. 



8. 



Verwendung des Proteins nach Anspruch 3 als Reagens zur Therapie. 
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fag. 1 cDNA-Insert des Klons COS AP4-E1 



'° 30 50 

1 !!!!!!!!!:!!!!!!!f!:fff=^<=tggctgagaacatggccaatgacattgatgagct 

gacgttaccggttaaca«;;;;~~;~™;;*^^^^ " 

70 go 

cattggcattccettccccaaccaca 



61 

gtaaccg'taagggaagggg'*-'^ — *~ — +— — _ — + 



ttggtgtcgtcactccaggacacgtcggagttactcgttgc 



120 



ISO 



"° ISO 

cgtgctiaccggacgacacactgclcga^l^l^acg^cc^^g;;;;;;;;;";;;;; 

210 230 
181 !!!!!!!S!!!!!!!!!^fff^ff9tacttcaagaagcttttcacagccggcaccct 

ggcgaggcaggaccgacgga;G;c;it;;J;;;;;;;;;cg;;«;;;;cS;;;;;;;; 

270 290 

241 !!!!!!!!!:?!!!!!!!!!i!29ff«ff«*=**t:gtccacctgaGgctctggct 

tcggtcggtcgggat:gcag««te;;~J~a«;;;;g;;«c;ga;ac^;;;;;;; 

330 350 
301 !!!!!!!S!!!!!!!!!=!ffff^fff^f^"«^'=gctggcaatgtcaagcacatccte . 
gacctcaagcggatgtggaggtgCgagtgg^Ig^^g^^Zcc^;;""*;^;"""^ 

390 410 
361 ffffffff'^^^'^^^'^^^gagatccagtgcatCgtgaacgtgtgcctgg agatcatggag 

ttgcGtcggtcctacgacctclaggtcacg^a^IcttgcIcIcggaccJct^ 



360 



430 450 

421 !!!!!!!!!^!!!!f!f^^99ag3atgacaaggaggacgatgacgacgacgaagatgat 

ggaccccccctgccccccctcctcctactjtcctcctgctlctgotgc^^^ "° 

MTRRTMTTTKMM 

510 5-,o 
481 !!:!!!!!!!!f!fff^ff^ff*99^59^g9=«g^?gaggaggatgacgatgatgacacg 

MMRRTKRRRRKRRRMTMMT R 

"0 570 590 

gaGCSActttGctgaccaagaaaacttGcctgacccccaggacatcagctgccaccaaagc 



540 
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Fig. 1 (Fortsetzijng I) 
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541 + + + + + + 600 

ctCCTgaaaCgactggt:t:ct:ttt:gaaCggactgggggtcctgtagtcgacggtggttt.cg 
RTLLTKKTCLTPR TSAATKA 

610 630 650 

cct.t.ccaagacagaccal:ct;cacagagaaggcctat.tcagacacccccagGgacttccct. 
601 + + + + + + 

ggaaggttctgtctggtagagtgtctcttccggataagtctgtgggggtcCctgaaggga 
LPRQTI SQRRPIQTPPGTSr. 

670 690 710 

gactcttccaggctggcagtcctggccatctigggggtgatccgggaciitctccatcgaat 
661 + + + + + + 720 

ctgagaaggtccgaccgtcaggaccggtagacccccactaggccctgaagaggtagctta 
TI.PGW OSWPSGGPPGLLHRI 

730 750 770 
ctctgctaagggagaacctgtaccccaaggccaacatccccgacagagaccctccttgtc 
721 + + + 4- + — 1- + 780 

gagacgattccctcttggacatggggttccggttgtaggggctgtctctgggaggaacag 
SAKGEPVPQGOHPRQRPSLS 

790 BIO B30 

tccat:t.Cgccccggact:t:ct:tt.ccacacct:ctggccaggggactt:cgGtgccttt.gccca 

781 + + + + + + B4 0 

aggt.aaGcggggcctgaagaaaggt.gtggagaccggt.cccct:gaagcCacggaaacgggt 
PFAPDFFPHLWPGDFGAFAQ 

850 670 B90 

gct^gcctGAgCagcCcatggacagtgggccactggatctggtcatcaagaatcggaagat 

841 + + + + + + 900 

cgacggaCTcGtcgGgtacctgtcacccggtgacctagaccagtagttcttagccttcta 
LPEQPMDSGPLDLVIKNRKI 



910 930 950 

caAggaggaggagaaggaggagctgcccccacccccaccgccacccttccctaatgactt. 

901 + + + + + — — .+ 360 

gtTcct:cctcctcctcctectcgacgggggt:gggggtggcggtgggaagggat:t.actgaa 
KEEEKEELPPPPPPPFPNDF 



970 990 1010 

cttcaaggacatgttccctgacctgccgggggggcctctgggaCccatcaaggcggagaa 

961 + + + + + + 1020 

gaagt.tcct.gtacaagggact.ggacggcccccccggagaccctGggtagttccgcct.ct:t 
FKDMFPDLPGGPLGPIKAEN 



1030 1050 1070 

cgactacgGtgcctatctcaacttcctgagtgcCACccacctGggaggcctcttcccacc 

1021 + + + + -f + 1080 

gctgatgcCacggatagagttgaaggactcacgGTGggtggaCcctccggagaagggtgg 
DYGAYLNFLSATHLGGLFPP 
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1090 1110 1130 

ctggcccctggtagaagaGCgcaagctgaagcccaaggcctctcagcagtgccccatctg 
1081 + + + + + + 

gaccggggaccatcttct:CGcgttcgactt.cgggttccggagagtcgT:cacggggtagac 
WPLVE'ERKLKPKASQQCPIC 

1150 1170 1190 

ccacaaagtcatcatGggggccgAgaaCGtgccgcAgcacatgaggaCccataccgggga 
1141 + + ^ + ^ ^ ^200 

ggtgtttcagtagtaCccccggcTcttGCacggcgTcgtgtactcctGggtatggcccct 
HKVIMGABNVPQHMRTHTGE 

1210 1230 1250 

gaagccatacatgtgcaccatctgcgaggtccgcttcaccaggcaggacaagctgaaaat 
1201 + ^ + + + 1^ 3L260 

cttcggtatgtacacgtggtagacgctccaggcgaagtggtccgtcctgttcgactitt-ta 
KPYMCTICEVRFTRQDKLKI 

1270 1290 1310 

ccacatgcggaagcacacaggggagcggccctacctgtgcatccactgcaacgcCaagtt 
1261 + + + + + + 3^320 

ggtgtacgccttcgtgtgtcccctcgccgggatggacacgtaggtgacgttgcgGttcaa 
HMRKHTGERPYLCI HCNAKF 

1330 1350 1370 

cgtgcacaactacgacctcaagaaccacatgcgcatccacacgggcgtgcggccctacca 
1321 + + + + + ^ 2380 

gcacgtgttgatgcrggagttcttggtgtacgcgtaggrgtgcccgcacgccgggatggt 
VHNYDLKNHMRIHTGVRPYQ 

1390 1410 1430 
gt.gcgagttctgctacaagagcttcacgcgctctgaccacctgcaccgccacat:caagcg 
1381 + + + +— I + + .440 

cacgctcaagacgatgttctcgaagtgcgcgagactggtggacgtggcggtgtagttcgc 
CEFCYKSFTRSDHLHRHIKR 



1450 1470 
ccagagctgccgcatggcacgccccgacgcggccgc 
1441 + » — + + 1475 

ggtctcgacggcgtaccgtgcggggctgcgccggcg 
QS.CRMARPDAA 
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Pig.2Hyhridisierung von PolyA+RhiA aus verschiedenen 

fS;^.^^^ zwischen den NukJcotiden 

1240-1476 von COS AP4-E1 




r«f * positive Zervixkarzinonizellinie 

C33A: HPV-negative Zexvixkarzincmzellinie 

HaCaT; spontan transformierte Vo^haut-KPT-a^-■inr^■,.rt-, ^ . 

SW756: HPV18-positive ZervixkaSrSLeuln^T "^""^Sf^tiv 

CaSki: HFV16-positive Zervixkarzinonzellinie 

^itheliale Lungenfibroplasten 
BL60: EBV-posxtive Burkitt's Li-nphomzellinie 

transformierte lyniphoblastoide ZellinlP 
2a4 und 2a5: nicht tumorigene BL60 x 277 Hybridzeliinie 
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Fig. 3 Teilsequenz der gencmischen Insert-DNA des Klons COS 1 APM 
10 30 50 

GAGCTCGGGTATAAAAGGAGTTTGGGGGAGTGGGGCTTTCAGGACACTGCTTTTTCCGCA 
1 + + + ^ ^ ^ 

CTCGAGCCCATATTTTCCTCAAACCCCCTCACCCCGAAAGTeCTGTGACGAAAAAGGCGT 

70 90 110 

TCCCTTTAATCCAGGTGAGTAACCATACCTGTCTAAGGTGGGGCAGCAGTTGAGGGTAGA 
61 + + + ^ ^ ^20 

AGGGAAATTAGGTCCACTCATTGGTATGGACAGATTCCACCCCGTCGTCAACTCCCATCT 

130 150 170 

TCTAGCATGAGACCTATTTCTGGGGTTTGACTCCATGGCAGTAGGGAGCCTCGGCTGGTT 
121 + + + ^ ^ ^ 

AGATCGTACTCTGGATAAAGACCCCAAACTGAGGTACCGTCATCCCTCGGAGCCGACCAA 

190 210 230 

CTGGAGAAAGGGGGAGCAAAAGGTTAGGAATGGCTCCTGGTGTTCCCTGCGGACTGACCC 
181 + + + + ^ ^ 240 

GACCTCTrXCCCCCTCGTTTTCCAATCCTTACCGAGGACCACAAGGGACGCCTGACTGGG 

250 270 290 

CCAGTCTCTGCATTGCAGGCAGGACAAGCTGAAAATCCACATGCGGAAGCACACAGGGGA 
241 + + + + ^ ^ 

GGTCAGAGACGTAACGTCCCTCCTGTTCGACTTTTAGGTGTACGCCTTCGTGrGTCCCCT 

310 330 350 

GCGGCCCTACCTGTGCATCCACTGCAACGCCAAGTTCGTGCACAACTACGACCTCAAGAA 
301 + + ^..+ + + + 3g0 

CGCCGGGATGGACACGTAGGTGACGTTGCGGTTCAAGCACGTGTTGATGCTGGAGTTCTT 

370 390 410 

CCACATGCGCATCCACACGGGCGTGCGGCCCTACCAGTGCGAGTTCTGCTACAAGAGCTT 
361 + + + _ + + + 

GGTGTACGCGTAGGTGTGCCCGCACGCCGGGATGGTCACGCTCAAGACGATGTTCTCGAA 

430 450 470 

CACGCGCTCTGACCACCTGCACCGCCACATCAAGCGCCAGAGCTGCC6CATGGCACGCCC 
421 + + + + + + 480 

GTGCGCGAGACTGGTGGACGTGGCGGTGTAGTTCGCGGTCTCGACGGCGTACCGTGCGGG 
490 

CGACGCGGCCGC 

481 + — 492 

GCTGCGCCGGCG 
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Fig. 4 yergleich der DNA zwischen den Nukleotiden 
1240-1476 von Klon COS AP4-E1 und der DNA 
2waschen den Nukleotiden 256-492 von Klon 

WS 1 APM 



1240 "ggcaggacaagctgaaaatccacatgcggaagcacaclggggiii^^^ i289 
306 CCTACCTGTGCATCCACTGC^ 

1290 cctacctgtgcatccactgcaacgccaagttcgtgcacaliiiigi«i<i 1339 
356 ^ffACCACATGCGCM 



406 
1390 



aagaaccacatgcgcatccacacgggcgtgcggccctaccagtgcgagtt 1389 
nffnittftn7??M????T?T?^^^^^^^^<=ACCGCCACATCAAGC 455 
ctgotacaagagcttcacgcgctctgaccacctgcicigccaciteiigi 1439 



456 GCCAGAGCTGCCGCATGGCACGCCCCGACGCGGCCGC 



1440 



'ill' I ' ' ' 1 1 1 1 1 1 II irun in mi III I m 

gccagagctgccgcatggcacgccccgacgcggccgc 1476 
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intemaoonales AkteitzeictienPCT/OBi/ 01390 



WEITERE ANCABEN 



PCT/ISA/ ZIO 



Befnerkungr Obwohl die Anspruche 7,8 stch auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierischen Korpers (Diagnostizf erverfahren, das am menschllchen/ 
tlerlschen Korper vorgenommen wird). bezlehen (PCT Artikel 17.2.a)i) und 
Kegel 39 2.1V), wurde die Recherche durchgefuhrt und grundete sich auf die 
angefuhrten Wirkungen der Verbindung/Zusamraensetzung. 
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Feld I Bcmerkuiigen zu den Aiuphichcn, die sich ais nidit recherchierbar crwieten baben (Fortsetiung von Punkt I mid Blatt I ) 



Gemifl Anikel I7(2)a.} wurde aus rotgenden GrOnden fiir besitmmce Anspriiche kein Rcdicrchcnbericht cmcUL 



Ajupruchc Nr. 7,8 

wcil Sie tich aiif Gegenxtande beziehen, zu dercn Recherche die Behorde nichi verpfliebtet tsu nimlich 

slehe An] age 



2. Ajispruche Nr. 

weil tic licfa luTTeik der tnccmauonalen AnmcJdung beziehen. die den vorgeschriebemn Aciforderungen so wcnig cnuprcchen. 
dsB cine sinnvollc imernuiorute Recherche nicht durchgefiihrt werden kann. nambch 



3. I I Anspruche Nr. 

well es sich dabei um afahansige Anspruche handelt, die nichi encsprechend Satz 2 und 3 der Rcgel 6.4 a) abgefaOl sind. 



Fetd II Bemerkungen faei mwigeinder EtnfaeitUchkeit der Erftndunc (Fertseizuns von Pnnkt Z auf Blatt I ) 



Die iniernauoniJc Recherchenbehorde hat fesigesicUc. dafl dtese iniermiRmale Anmeldung mehrcrc Erfindungen mchalc 



Da der Anmelder aile crfordcriichcn zujatrlichcn Rechcrchengebuhren rcchtzettig entrichici hai, errtreckt sich dieser 
internauonale Recherchenbericbi auf aJlc recherchterbvcn Anspruche der intemauonaien Anmeldung. 

2. I I Da fur aile rccherehierbiren Anspruche die Recherche ohne einen Arbcitsaufwand durchgefubri werden konnie. der cine 

zusuzliche Rccherchengebuhr gereehiferugt haue, hat die InternauonaJe Recherchenbehorde mcht zur Zahlung einer solcfaen 
Cebuhr aufgefordcrt. 

3. t I Da der Anmelder nur einige der erfbrderlichen zusatziichen Recherchengcbiihrcn rechizexug enirichcei hai, ersvcckt sich dieser 

iniernauonaie Recherchenbcrichi nur auf die Anspruche der inicrnationalen Anmeldung* fiir die Gebiihren entrichiei warden 
suid, namiich auf die Anspruche Nr. 



4. Der Anmelder hai die crforderlichen zusaizliehen RecherchengebUhrrn nicht rcchczciiig enirichteL Der iniemationaJe Reeher- 
chenbehehi beschrankt sich daher auf die in den Anspruchcn zuersi erwahnte Erfindung; dieae ist in fotgenden Ansprilchen cr- 
faOc 



I Widerspnids [ [ Die zusaizltchm Gebiihren wurden vom Anmelder untcr Widerspruch gezahlL 

I [ Die Zahlung zusaitziicher Gebiihren crfolgte ohne Widenpruch. 
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